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1. はじめに 
医薬品開発の前臨床試験において，候補化合物のヒト消化管吸収性を予測することは重要
である．トランスポーター及び代謝酵素の基質薬は，実験動物とヒト間で消化管吸収性に種
差を示す場合があるため，その影響を回避するためにはヒト in vitro 試験系に基づいた予測が
望ましい．小腸の排出トランスポーターである P-glycoprotein (P-gp) は，種々の医薬品の吸収
を制限するため，候補化合物の小腸吸収に対する P-gp の影響を in vitro 試験から定量的に予
測することは重要である．これまで，血液脳関門 (BBB) における P-gp 輸送活性については，
in vitro 試験における輸送活性を in vitro と in vivo 試験系のタンパク質発現量比で外挿するこ
とで再構築できることが報告されている 1)．しかし小腸の場合は，脳毛細血管内皮細胞とは
異なり微絨毛が発達し，in vivoと in vitro試験系で単位細胞当たりの表面積が異なるため，BBB
と同様に小腸 P-gp の輸送活性を in vitro 試験系から再構築可能かは不明である．また近年，
小腸吸収性を予測するための新たな細胞系として，ヒト iPS 細胞由来小腸上皮細胞 (iPS 小腸) 
が注目されている．しかし iPS 小腸は，トランスポーター及び代謝酵素の活性を有すること
がこれまで報告されているが，その活性が in vivo 小腸吸収性を反映するかは不明である． 
そこで本研究では第一に，小腸 P-gp の輸送活性について，in vitro 輸送活性を in vivo/in vitro
タンパク質発現量比で外挿することで再構築可能か検証すること，第二に，iPS 小腸のトラン
スポーター及び代謝酵素の活性が in vivo 吸収特性を反映するか検証することを目的とした． 
 
2. 定量的プロテオミクスを用いたマウス，サル及びヒト小腸上皮細胞のトランスポーター及
び代謝酵素のタンパク質発現量の種差の解明 2) 3) 
 トランスポーター及び代謝酵素のタンパク質発現量はそれらの機能を反映するため，in 
vitro/in vivo 差，種差及び病態変動等の機能差を解析する上で重要である．そこで本実験では，
マウス，サル及びヒト小腸におけるトランスポーター及び代謝酵素のタンパク質発現量を定
量し，小腸 P-gp の輸送活性の再構築に必要な発現量情報を得ると同時に，小腸トランスポー
ター及び代謝酵素のタンパク質発現量の種差を明らかにすることを目的とした． 
ddY マウス (オス 10 匹，9-10 週)，カニクイザル (オス 1 匹，4 歳 3 ヶ月)，ヒト (男性 1 名；
22 歳，女性 1 名；74 歳) の小腸組織から上皮細胞を単離した．スクロース密度勾配遠心法を
用いて細胞膜及びミクロソーム膜画分を調製し，トランスポーターは前者，代謝酵素は後者
を測定対象とした．膜画分サンプルを還元アルキル化し，リジルエンドペプチターゼ及びト
リプシンを用いて酵素消化後，LC-MS/MS を用いて標的タンパク質由来ペプチドを定量した．  
頂端膜の薬物排出トランスポーター (P-gp/mdr1a, BCRP 及び MRP2) の中では，サル及びヒ
ト小腸ではBCRPが最大の発現を示し，マウス小腸ではmdr1aがbcrpよりも高発現していた．
P-gp と BCRP は共通の基質が多数存在するが，本結果から両者の共通の基質薬の小腸吸収性
が併用薬によって BCRP の機能が阻害された場合，マウスと比べてサル及びヒトで小腸での
薬物間相互作用の影響が強くなると推察される．また，UGT1A1 及び 1A6 はヒトよりもサル
の方が高発現していた．UGT 分子種は基質特異性が広いため，これまで基質薬を用いた機能
評価からではどの UGT 分子種が種差に影響するか特定することは困難だった．本解析により，
UGT1A1 及び 1A6 の基質は，サルよりもヒトで小腸代謝活性が大きいことが示唆された． 
 
3. マウス小腸における P-gp/mdr1a 輸送活性の再構築 3) 
マウス小腸における mdr1a の輸送活性は，過去に Adachi らが報告 4)した in situ 空腸灌流試
験でのwild-typeマウスに対するmdr1a (-/-) マウスの頂端膜から基底側膜方向の単位細胞膜あ
たりのPS product (膜透過係数と細胞膜表面積の積) の比 (in situPSa to b ratio) を使用した．in vitro
試験における mdr1a 輸送活性は，過去に Uchida らが行った輸送実験の報告値 1)を用い，マウ
ス mdr1a 安定発現株 (L-mdr1a 細胞) に対する親株 (LLC-PK1 細胞) の頂端膜から基底側膜方
向の単位細胞膜あたりの PS product の比 (in vitroPSa to b ratio) を算出した．in situPSa to b ratio につい
て，in situ と in vitro 試験系で mdr1a の単分子輸送活性が等しいと仮定し，本実験で測定した
マウス小腸及び L-mdr1a 細胞における mdr1a タンパク質発現量及び in vitroPSa to b ratio から再構
築できるか検証することを目的とした．過去に Uchida らは，マウス BBB における mdr1a 輸
送活性について，脳毛細血管内皮細胞及び L-mdr1a 細胞の mdr1a タンパク質発現量を用いて
L-mdr1a 細胞での輸送活性から再構築することに成功している 1)．その手法では全細胞抽出液
における mdr1a 発現量を用いているが，本研究では細胞膜画分における発現量を使用して構
築した以下の理論式を用いて，in vitroPSa to b ratio から in situPSa to b ratio を再構築した． 
in situPSa to b ratio = 1 + ?in vitroPSa to b ratio - 1? × マウス小腸の単位細胞膜あたりの mdr1a タンパク質発現量L-mdr1a 細胞の単位細胞膜あたりの mdr1a タンパク質発現量
 
 
Mdr1a が機能する場は細胞膜であるため，in vitro の輸送活性を in vivo に外挿するための in 
vivo/in vitro タンパク質発現量比は細胞膜における値が相応しい．BBB の場合は，脳毛細血管
内皮細胞と L-mdr1a 細胞ではいずれも微絨毛構造が存在せず，単位細胞に含まれる細胞膜量
は in vivo と in vitro でほぼ等しいと考えられるため，全細胞抽出液における発現量を用いても
再構築が可能と推察される．しかし，小腸の場合は微絨毛が発達し，単位細胞に含まれる細
胞膜量が in vivo と in vitro 間で異なるため，in vitro 輸送活性を in vivo に外挿するための mdr1a
発現量比は，全細胞抽出液ではなく細胞膜画分における値を用いる必要があると考えた．理
論式に従い，mdr1a 基質薬 6 化合物 (1; quinidine, 2; digoxin, 3; loperamide, 4; vinblastine, 5; 
verapamil 及び 6; dexamethasone) 及び非基質薬 1 化合物 (7; diazepam) の計 7 化合物について
再構築した値 (Reconstructed in situPSa to b ratio) は，Adachiらが報告した実測値 (Observed in situPSa 
to b ratio) と 2.1 倍以内の範囲で一致した (Figure 1)．本手法は，in situ と in vitro 試験系で mdr1a
の単分子輸送活性が等しいという仮定に基づいているため，本結果から少なくとも健常マウ
スにおける mdr1a の単分子輸送活性は，表面積が異なる小腸と L-mdr1a 細胞間で変わらない
ことが示唆された．P-gp/mdr1a の単分子輸送活性は，炎症性サイトカインによって変動する
ことが示唆されており 5)，病態時にも同様に再構築が可能か今後明らかにする必要がある． 
 
4. ヒト iPS 細胞由来小腸上皮細胞を用いたプロドラッグの加水分解性及び薬物吸収予測 6) 
小腸に発現する加水分解酵素である CES2 は，エステル型プロドラッグの加水分解に重要
である．薬物の消化管吸収評価で広く用いられている Caco-2 細胞では，CES2 の発現が低く，
肝臓型加水分解酵素である CES1 の方が高発現している．一方 iPS 小腸では，ヒト小腸と同様
に CES2 が CES1 よりも高発現することが報告されており 7)，Caco-2 細胞では困難なプロドラ
ッグの小腸吸収評価に対して有用と期待される．そこで本研究では，エステル型プロドラッ
グについて，iPS小腸における加水分解活性が in vivo小腸における活性を反映するか調べた．
さらに，プロドラッグ以外についても，トランスポーターの基質薬を含む種々薬物について，
iPS 小腸透過性からヒト消化管吸収性を予測できるか検証することを目的とした． 
既報 8)に従って作製した iPS 小腸は，薬物の消化管吸収に重要な機能であるタイトジャンク
ションの形成能，トランスポーター (P-gp, BCRP 及び PEPT1) 及び代謝酵素 (CYP3A4, CES2
及び CES1) の活性を有していることが確認された．次に，これらの活性が in vivo 吸収特性を
反映しているかを調べた．加水分解性については，エステル型プロドラッグ 6 化合物につい
て，iPS 小腸でのプロドラッグから活性体への加水分解活性が，これらのプロドラッグをラッ
トに経口投与した時の血漿中活性体暴露量 (Cmax, AUC 及び BA) と良好に相関した．今後の
課題として，ヒト小腸についても同様に相関性が得られるか検証する必要がある．さらに P-gp
基質薬 (2; doxorubicin 及び 11; [3H]digoxin)，BCRP 基質薬 (7; sulfasalazine) 及びそれらの非基
質薬 11 化合物  (1; ganciclovir, 3; [14C]mannitol, 4; famotidine, 5; sulpiride, 6; atenolol, 8; 
furosemide, 9; ranitidine, 10; hydrochlorothiazide, 12; acetaminophen, 13; propranolol 及び 14; 
antipyrine) の計 14 化合物について，iPS 小腸における膜透過性 (Papp) はヒト消化管吸収率 
(Fa) と相関した (Figure 2)．従って，受動拡散及びトランスポーターを介して小腸吸収する薬
物に関しては，iPS 小腸透過性からヒト小腸吸収性を予測できる可能性がある．しかし現状の
iPS 小腸は，CYP3A4 の遺伝子発現量が生体よりも約 1/200 と極めて低い．CYP3A4 基質に対
しても同様にヒト吸収性を予測するためには，CYP3A4 の発現量を高めるための細胞作製条
件の検討が今後必要である． 
 
5. 結論および展望 
本研究は，in vitro 試験系と細胞表面積が異なる小腸においても，in vitro と in vivo 試験系
で単分子輸送活性が等しいという仮定に基づき，P-gp の輸送活性を in vitro 試験系から再構
築できた．また iPS 小腸における加水分解活性，さらに受動拡散及びトランスポーターを介
した細胞透過性は，in vivo 吸収特性を反映することが示唆された．従って，本研究の知見は，
in vitro 試験からの消化管吸収予測研究に対して新たな発展をもたらすことが期待される． 
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医薬品開発において，候補化合物のヒト消化管吸収性を予測することは重要な課題の一
つである。本研究は，種々の医薬品の消化管吸収を制限する排出トランスポーターである
P-gp/mdr1a の小腸における in vivo 排出輸送活性について再構築理論を構築し、検証するこ
とを第一の目的とした。さらに，ヒト iPS 細胞由来小腸上皮細胞 (iPS 小腸)について，トラ
ンスポーター及び代謝酵素の活性が in vivo 吸収特性を反映するか検証することを第二の目
的とした。 
LC-MS/MS を用いた膜タンパク質絶対定量法を用いて，マウス，サル及びヒト小腸にお
いて，再構築の対象である P-gp/mdr1a を含むトランスポーター，CYP 及び UGT のタンパ
ク質発現量を測定した。その結果，排出トランスポーター (P-gp/mdr1a 及び BCRP) やグル
クロン酸抱合酵素 (UGT1A1 及び 1A6) 等の分子の発現量に種差が認められた。 
既報の血液脳関門 (BBB) における P-gp/mdr1a の輸送活性の再構築とは異なり，小腸で
は微絨毛の影響で in vivo と in vitro 試験系で単位細胞当たりの表面積に違いがある。そこ
で、細胞膜表面積当たりに換算した理論式を構築し，P-gp/mdr1a 基質薬 6 化合物を含む全
7 化合物について小腸の P-gp/mdr1a の排出輸送活性を再構築した。その結果，論文で報告
されている実測値と 2.1 倍の範囲内で一致した。 
iPS 小腸の加水分解活性が in vivo 小腸の活性を反映するか検討するために，エステル型
プロドラッグ 6 化合物について，iPS 小腸におけるプロドラッグから活性体への加水分解
活性と，これらのプロドラッグをラットに経口投与した時の血漿中活性体暴露量 (Cmax, 
AUC 及び BA) を比較した結果，両者は良好に相関した。排出トランスポーター (P-gp 及
び BCRP) の基質薬及び受動拡散を介して小腸吸収される全 14 化合物に対して iPS 小腸細
胞透過性と報告されているヒト消化管吸収率 (Fa 値) は相関したことから，受動拡散及び
トランスポーターを介して小腸吸収する薬物に関して，iPS 小腸透過性からヒト小腸吸収
性を予測できる可能性が示唆された。 
以上，本研究は小腸における P-gp の輸送活性を in vitro 試験系から再構築する方法を確
立し，さらに iPS 小腸のトランスポーター及び加水分解酵素の活性が in vivo の吸収特性を
反映することを明らかにした。本研究の成果は，ヒト in vitro 試験系を用いたヒト消化管吸
収予測研究に対して新たな知見を見出したものとして高く評価できる。 
 よって，本論文は博士（薬科学）の学位論文として合格と認める。 
